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摘  要 
背景&目的：目前，有许多研究表明，无论是脂肪来源还是骨髓来源的的间
充质干细胞都对克罗恩病和溃疡性结肠病实验室模型有益。甚至有些临床的一期
实验，已经证明了间充质干细胞可以缓解炎症性肠病的临床症状和组织病理学损
伤。然而，限制间充质干细胞临床研究与应用的最主要原因就是间充质干细胞在
组织中的含量有限，很难得到充足的干细胞，满足临床研究和应用的需求，并且
提取细胞的过程也会给病人或者细胞捐献者带来极大的痛苦。在此，我们的研究
目的主要是探讨另一种新型来源的间充质干细胞即诱导多能干细胞来源的间充
质干细胞（iPSC-MSCs）是否能够缓解甚至是治疗克罗恩病，并且尝试发现
iPSC-MSCs 发挥免疫调节作用的机制。 
方法：使用三硝基苯磺酸（TNBS），直肠灌注诱导小鼠的克罗恩病模型，腹
腔注射 iPSC-MSCs，通过测定小鼠的体重变化、观察组织病理学变化来评估
iPSC-MSCs 是否发挥了治疗作用，通过流式细胞术、流式液相多重蛋白定量技
术（CBA）、蛋白印记技术、酶联免疫吸附实验（ELISA）等实验技术探讨
iPSC-MSCs 发挥免疫调节作用的机制。 
结果：iPSC-MSCs 可以缓解克罗恩病引起的小鼠体重下降；病理切片可以
明显看到 iPSC-MSCs 减少粘膜炎性细胞的浸润；iPSC-MSCs 和脾细胞共培养，
iPSC-MSCs 可以抑制 ConA 刺激下脾细胞的增殖和炎性细胞因子的分泌。 
结论：iPSC-MSCs 可以缓解小鼠克罗恩病模型的炎症性反应，产生这种作
用的机制是 iPSC-MSCs 可以影响 T 淋巴细胞的分化方向，抑制其向 Th1、Th17
分化，促进其向免疫调节性的 T 细胞分化。 
关键词：克罗恩病，诱导多能干细胞来源的间充质干细胞，炎症，调节性 T 细胞 
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Abstract 
Background & Aim:Adipose-derived mesenchymal stem cells (A-MSCs) and 
bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) have been shown to be 
beneficial in controlling experimental Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis. 
Furthermore, several phase I clinical trials have shown that A-MSCs and BM-MSCs 
can ameliorate the clinical and histopathological severity of colitis. The clinical 
application of MSCs is limited by their low abundance in tissues, as well as the 
painful extraction process from patients or MSC donors. Here, our aim was to assess 
the capacity of induced pluripotent stem cell-derived mesenchymal stem cells 
(iPSC-MSCs) to control CD in mice, and investigate their underlying 
immunoregulatory mechanism of action.  
Methods: We used the murine trinitro-benzene-sulfonic acid (TNBS) model of 
CD to study the effect of treatment with iPSC-MSCs, using clinical, histopathologic 
and immunologic outcomes to gauge treatment efficacy. 
Results: Treatment with iPSC-MSCs abrogated the loss of body weight 
associated with the development of CD, and reduced TNBS-induced transmural 
inflammation and inflammatory cell infiltration. In co-culture experiments, 
iPSC-MSCs inhibited splenocyte proliferation and inflammatory cytokine secretion. 
Conclusions:Our findings suggested that iPSC-MSCs can efficiently control 
inflammation in experimental colitis. Mechanistically, this function might relate to the 
effect of iPSC-MSCs on lymphocyte differentiation and inflammatory cytokine 
secretion. 
 
Key words: Crohn’s disease, induced pluripotent stem cell-derived mesenchymal 
stem cell, inflammation, regulatory T cell 
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第一章  绪论 
1.1 间充质干细胞的相关研究 
1.1.1 间充质干细胞研究的发展、定义和特点 
1976 年，Friedenstein 和 Petrakova 首先报道，通过贴壁培养的方法分离得
到 MSCs。1991 年，Caplan 骨髓中具有贴附于塑料培养皿表面、在体外能够高度
扩增、并可多向分化的细胞群命名为骨髓间充质干细胞。1999 年，Pittenger 等在
Science 杂志上发表文章，对 MSC 的分离、培养、扩增和表面标记检测进行了详
细的报道。2001 年，Minguell 等将 MSCs 概括为：存在于骨髓基质内的非造血
干细胞来源的细胞亚群，他们可以在体外扩增，经诱导最终分化为，成骨、脂肪、
软骨、肌腱、神经等细胞。 
1.1.2 间充质干细胞的来源与分布情况 
间充质干细胞主要存在于全身的结缔组织和器官间质中，例如成人的外周
血、脂肪、皮肤、脐带血、骨髓等等，其中骨髓中含量最多[1, 2]。但是，在新鲜
的骨髓中，MSC 的含量也很少，约占骨髓内单核细胞总数的 1/104~1/105，并且
随之年龄的增长而逐渐减少，但是 MSC 的扩增能力很强，具有易贴附培养皿表
面的特性[3]。因为，自体的骨髓间充质干细胞比较难获得，尤其是对于老年人更
是如此，而脂肪来源的间充质干细胞，相对易得，给患者带来相对少的痛苦，现
在更多的人把目光放在脂肪来源的间充质干细胞上，它具有和骨髓来源的 MSC
相同的特性，是最有潜力的替代细胞[4]。 
1.1.3 间充质干细胞形态特征 
间充质干细胞在体外培养时称纤维样集落形成单位，并贴壁生长。刚贴壁的
细胞通过光学显微镜观察，显示起类似成纤维细胞外观，成圆形或纺锤形。原代
培养约 8~10 天后可传代，传代培养后的细胞体积较大，成纤维样细胞逐渐增多，
同心圆状或菊花样集落形成较多，并呈放射状向周围扩展，逐渐与邻近集落相互
融合[5]。一般来说，三天左右就会长满皿底，需要传代，不及时传代，细胞就会
老化，死亡。传代过程中，通过控制消化酶和消化时间，在不断传代过程中可分
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离得到纯度不断提高的 MSCs[6]。 
1.1.4 间充质干细胞增值能力和多向分化潜能 
MSCs 具有高度增殖的能力，易纯化，均一性好，具有跨系谱跨胚层分化的
潜能，能向内、中、外三胚层分化，不仅可以分化为造血基质细胞，还可以分化
为许多造血以外的组织细胞。目前已经证实 MSCs 至少可向 9 种以上的成熟细胞
分化，这些体细胞包括肌细胞、成骨细胞、软骨细胞、成纤维细胞、脂肪细胞、
上皮细胞、神经细胞、肝细胞及肌腱细胞，也可以分化成造血干细胞和基质细胞
[5, 7-9]。 
目前关于 MSCs 的分化条件包括体内分化和体外分化两种。体内分化的研究
表明成体干细胞的分化受细胞与细胞、细胞与细胞外基质间相互作用及各种体液
因素的影响，但是具体的分化机制还不清楚，因而阻碍了将其进一步用于临床治
疗。至于体外分化，许多实验证实了 MSCs 的分化潜能，在特定培养条件下可以
分化成不同的细胞类型[10-12]。 
 
表 1.1 MSC 分化及其诱导因子 
分化形式 诱导因子 
脂肪细胞 地塞米松、胰岛素、1-甲基-3-异丁基黄嘌吟、吲哚美辛
软骨细胞 TGF-β1~3，抗坏血酸 
肌腱 BMP-12 
造血支持基质细胞 氢化可的松、马血清 
骨骼肌细胞 阿扎胞苷（5-AZA） 
平滑肌细胞 血小板衍生生长因子（PDGF-BB） 
心肌细胞 碱性成纤维生长因子（bFGF）、阿扎胞苷、两性霉素 
神经胶质细胞 二甲基亚砜、表皮细胞生长因子、亚油酸 
少突神经胶质细胞 PDGF、表皮细胞生长因子、亚油酸 
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图 1.1 MSCs 分化方向 
Figure 1.1 The differentiation of MSC 
 
1.1.5 间充质干细胞的细胞表面标志 
MSCs 的表面标记并不是单一的，而是兼具有间充质、内皮和肌肉细胞的特
征。MSCs 属于非造血干细胞类细胞，因此不表达典型的造血干细胞标志，如造
血前体细胞的CD34，成熟造血细胞的CD38、白细胞的CD45，淋巴细胞的CD11a，
单核细胞/巨噬细胞的 CD14、CD3、CD8 等。因为 MSCs 具有自我更新、高增殖、
多向分化潜能等干细胞特点，因而 CD73、CD105、CD166、CD90 和 CD29 等的
表达阳性[13, 14]。 
目前尚未筛选到 MSCs 独有的标志分子，给 MSC 的鉴定带来了一定的困难，
实验和临床研究一般采用排除法和推逆法对 MSC 进行鉴定：①排除法是指利用
其不表达内皮细胞、成纤维细胞、造血干/ 祖细胞、血细胞抗原如 CD11b、CD34、
CD45，而表达干细胞抗原如 CD29、CD44、CD105、CD73 等以排除造血干细胞。
②推逆法是在培养过程中给予适当的刺激因子，细胞出现分化表型，诱导 MSCs
向成骨、成软骨、成脂方向分化以逆推其为 MSCs[5]。 
2006 年，Dominici 在 Cytotherapy 杂志上发表了关于人 MSCs 鉴定的最低标
准，该标准包括三个方面的内容：①在标准培养条件下，MSCs 贴塑料皿壁生长；
②MSCs 能表达 CD105、CD73、CD90，不能表达 CD45、CD34、CD14 或 CD11b、
CD79a 或 CD19 及 HLA-DR 表面分子；③MSCs 在体外能向骨细胞、脂肪细胞及
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软骨细胞分化[15]。 
1.1.6 间充质干细胞的免疫学特性 
MSCs 具有低免疫原性及可移植性。研究表明 MSCs 低水平表达 MHC-II 类
分子和 FasL，不表达共刺激分子 B7-1、B7-2、CD40L，也不表达 MHCI 类分子，
所以免疫原型较弱，不激活异基因活化的 T 淋巴细胞，体外将 MSCs 与同种异体
T 细胞共培养后，不引起 T 细胞的显著增殖，从而有力证明了 MSCs 的低免疫原
性和较低的抗原提呈能力[16, 17]。 
MSCs 还具有免疫调节特性。体外研究表明 MSCs 能有效抑制混合淋巴细胞
反应（MLR）中或者植物血凝素（PHA）刺激引起的 T 淋巴细胞增殖，MSCs
的这种抑制效应还具有剂量依赖性，即 MSCs 的数量越多，其抑制作用越强，并
且这种抑制作用月 MSCs 的来源无关，也不受组织相容复合物的制约[18, 19]。 
MSCs 发挥免疫调节作用的机制尚未完全清楚，目前研究结果包括：①MSCs
具有抑制 Th1 细胞分泌 IFN-γ，增加 Th 分泌 IL-4 的能力[18-21]；②MSCs 抑制 DC
的分化成熟，干扰 DC 的內吞功能，减少 DC 分泌 IL-12 和 TNF-α，降低其刺激
同种异体 T 淋巴细胞增殖的能力[22-24]。③MSCs 可以通过提高 Treg 细胞的比例，
从而诱导免疫耐受，以利于预防 GVHD 的发生。[25-27]④当 MSCs 以一个适当的
比例（1:1）存在时，MSCs 能减少 B 细胞的增殖以及免疫球蛋白的分泌[28]。 
 
 
图 1.2 MSC 对免疫细胞的作用 
Figure 1.2 The immunomodulation of MSCs 
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